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'She first section of Chapter 1 is Eoclused on polyamines and their synthesis in general, 
Polyarnines are organic amirres with an aliphatic carban chain. These cellluPar 
compounds are involved in a wide variety of cellular processes and are essential for 
cell proliferation, however, the actual function of these amines is still unclear. The 
second section deals with the important role of polyanines in the maturation of the 
intestinal rnucclsa and immune system afier birth. Inhibition of polyalnine synthesis in 
neonatal rodents prevents tnorphological and biochemical maturation of the small 
intestine, i~idieating that polyamine biosynthesis is essential for normal illtestinan 
development after birth. 
The notion that polyarnines are esselztial for maintenance of intestinal integrity is 
derived froin studies in which inhibition of intestinal polyamine synthesis was shown 
to i~~clluce villus atrophy. Moreover, enhanced intestinal polyamine concentrations 
have been shown to stimulate intestinal repair. Interestingly polymines are derived 
from 1,-arginine, which ils also tlzc precursor for the potent. pro-inflammatory mediator 
NO. ?'herefore the third section of Chapter 1 describes the role of NO in intestinal 
integrity and inflammation. In contrast to polpamines, enhanced NO production is 
involved in the increase in intestinal permeability as observed during inflammation. 
'S'lre role both p o l y a ~ ~ ~ i ~ i e s  and PdO in intestinal inflammation as observed in coeliac 
disease and sepsis is discussed. 
At the end of the introduction the role of polyanzines in the irnmune system is 
depicled. On tlze one hand. pelyarnines are essential for proliferating cells and 
consequently for cell activation and proliferation in response to nzitogenous s~imuli. 
On the other hand high concentrations of polyaminies as detected in tumor and foetal 
tissue, are thought to be involved in the absence of w immune response to these 
tissucs. In line with this inhibition of' polyarnine syni~hesis in tumor bearing mice has 
27een slrolvvn to enhance immune activity against blre tunlor activity, furtlrer supporting 
an i t~zrnu~~ros~ppressi~e sole for these aliphatic cations Sn vivo. Tn addition, the role of 
polyamine oxidase activity in relation witla this imzunosuppressive actions of 
polyamines is discussed. 
In CB-raptcs 2 tlze nornzal phenotypic development of intraepithelial lymphocytes (IELII 
and lala~ina propria (1,PL) after birth in mice is described. Whereas the number of LI'L 
increasc bcforc day 15, tlrc number of IEL expands after day 15. Around weaning (day 
20) both IEL asad LPL, differentiate la a mature pattcrn of celli~lar membrane antigen 
expression. Furtl~er, the increase in the numbel of thymus independent IEL expressing 
TCRy$ takes place before that of the thynrlus dependent TCRcrl3"EL. The increase in 
latter cell popt~lation is triggered by the change of food around weaning. In 
corzclusion, the tnouse rnillcosal i n ~ m u ~ ~ e  system11 develops during the first 3 weeks of 
neonatal life leading ro the formation of a more ~inature immune system at weaning. 
In Chapter 3 it is demonstrated that exogenous poljfm~ines are involved in tlze 
development of the mucolsal inzmune system, next lo the bioclzemi~ical developrnenr of 
the enterocyes. Oral spem~ine admi11istrat.ion to mice at day 12 after birth induces arz 
increase in the nurnbm of IEL expressing TCllolIj, CD4 and CD5, the phenotype of 
thymus dependent E L ,  whereas the phenotype of the LPL is unaffected. Since the 
effect o r  spemine on Eli coincides with a biochemical nzaturation of the enxerocytes, 
it is suggested that 1EL development ~nigltt be nzediatcd by entwocyiic maturatio~l. 
In Chapter 4 the development of an ELISA for delamil~ation of protein associated 
nitrotyrosine in plasma samples is described. NO reacts with superoxide to yield the 
strong oxidant peroxynitrite. Nitrotyrosine is the stable endproduck from t l ~ c  reaction 
of peroxynitrite and tyrosine residues. Plasma (serum) levels of NO-oxidation 
products (NO,) nitrate and nitrite are used as indicators for enlrallced NO production. 
1-lowever, plasma NO, levels have, in contrast to p l a s m  proteins. a very short half 
life. Further NO-induced cytotoxicity is mediated through peroxyni~rite and not NOh. 
Therefore, protein-associated nitsotyrosine levels might be a Illore slalAe ~narker for 
NO-mediated cyroaoxic e f i c t s  than NO, levels. In this chapter it is, Surtl'ter, 
demonstrated that the concentratians of nitsotyrosirre and NO, are enhanced in plasma 
of childrem~ with active coeliac disease. Both plasma levels of nitrotyrosine and NO, 
decrease when the children are on a gluten free diet s~aggesling a relation between 
intestinal inflammation and enhanced plasma levels ot'~zitrotyrosine and NO,. 
En Chapter 5 the role for NO in the pathophysiology cuf intestinal inflainmatiun as 
observed in patients wit11 active coeliac disease patients is f~lsther supported by 
itn~n~~nohistochernical st ining of intestinal biopsy tissue for iNOS and nitrotyrosine. 
Inducible NOS expression, clearly present in the crypt epithelium. coincides wit11 
nitriotyr~sine staining, indicating f'ormation of peroxynitritc resulting i n  nitration of 
cellular proteins. Ita addition, tlx number of intestht-ml macrciphages is also cnhnnced, 
particularly the number of tissue infiltrating ~nacrophages, whiclr in cantrilst to 
intestinal ranacrophages express CDl4. The observed colocalization of iN0S and 
CDI 14 expression suggests a role for these tissue infiitralimlg macsophagec; 113 thic 
pathophysioilogy of coeliac disease. 
In Chapter 6 the role of' endogenous TNF-a, IFM-Y and IL-10 in LI'S-induced NO 
release ~ u i  viva is evaluated in a experimental murine sepsis model. Wl~ i l e  blocking 
either TWrF-a or IFN-y has no effect on LFS-induced serum NO-oxidation levels, 
lblwcking both pro-inflammat~ry nlediators alsnost completely inhibits IPS-induced 
NO releasc, indicating that NO is induced by at least two pathways one lltrowgh 
TILIF-a and one through IFN-y. Interestingly, while IL-I 0 decreases L-PS-induced NO 
release by inthibition o f  TNF-o! and EFN-y production, our results with combined 
treatment of anti-IL-110 with anti-TNF-a or nnti-I1'N-y suggest the presence of an 
11,-119 induced factor which is, iiz addition ro RSF-a and IFN-y, involved in the 
upregulation of NO release after LPS challenge. 
In Chapter 7 L C  is demonstrated that the small intestine, lung and heafl are the major 
organs involved in enhanced NO production in mice after LPS challenge in vivo. In 
addition it is shown that iN0S expression in these organs is regulated by TE\SF:-a, 
TFW-y alrd 11,-10. Whereas the presence o f  either W-rx or IFN-y is essential $br 
i W 0 S  expression in these organs aRer LPS challenge, IL-lOi is involved in the 
downregulation of lNOY expressiorr through inhibition of Tl'4F-u and IFN-y 
syntlresis. In contrast, however, our results obtained with combined treatment of anti- 
11,-10 with anti-TWF-@ or anti-IFN-y might indicate a possible role for IL-10, or an 
1L-10 ind~iccd factor, in the upregulation of ;NOS expression In these organs after 
LE'S challenge. 
In Clzapter 8 the effects of the polyarnines, cadaverine, putrescine, spermidine and 
sper~rrilx on cytokine release of stimulated hum<m PBMCs and purified monocytes are 
studied in vilro. Polyamines thenlselves appear not to exert any effect an the basal as 
well as on PEM- or LPS-induced cytokine release of these cells. In contrast, in the 
presence of polyamine oxidase activity, spemine and spermidine are oxidized into 
products which exen-t pro-inflammatory actions, i.e. enhance cytokine release, when 
present in low concentrations and inhibit release of pro-infllam~atory as well as anti- 
inflammatory cytokines, wherr present in higher concentrations. Inhibition of cytokine 
release coincides with a decrease in cell viability suggesting that these polya~riil~le 
oxicla~ion products are cytotoxic for human PBMCs and rnoncaeytes. 
In Chapter 9 evidence is provided indicating that exogenous polyamines inhibit LPS- 
iniul~~ced NO prod~lction in vr0.o as well as i11 viva. Inhiibiitioaz of LPS-induced NO 
release by sl>erimine in the n~urine llracrophage cell line, RAW264.7 is not nrcdiated by 
a decrcasc in INF-cc productiotz. In addition, oral spermine administration suppresses 
itaacstinal ;NOS expression, nitrotyrosine formation and the number of infiltra~ing 
~r~acrophages and neutrophils in this organ after LPS challenge, suggesting a role for 
euogcnous polq;imincs in  illhibition of intestinal damage. Moreover, oral spern~ine 
adlninislration also inhibits tlie increase in serum levels NO, and the pro- 
infallzmatory mediators IFN-y and enhances serum levels of the anti-itaflatlmalory 
n~cdiaror 11,-10, i~rdicz~ting a immuiic~suppressive role for intralu~ninally derived 
~~oly~~naincs .  In line with r l~e results obtained in r2rrro. serum levels of TNF-cx. are 
tl~l:~l'Sectedl afler oral spesnlinc administration. We hypothesize that oral polya~mine 
administration might hat e therapeutic perspectives in several disorders characterized 
by systemic or Inlcstinal i~ztlamnratio~x 
In  Chapler 119 w e  conzclude that polyan~ines play an important role in the development 
of  ilie i~~lcsri~aal imnaune system after birth. 111 addition, ~e suggest that polyaminzs 
and NO are involved in the physiological aiid inflammatory irnllrune responses :u~d ii? 
the non-specific host defence. Polyamines md NO both exert pro-it1flrnut1ator31 
actions as well as anti-inflarnntlatioryia actio~is, dependent on their conccnatratiort and 
localization. Although polymqines and NO have the same precursor, itre reg~llation of 
their synthesis is a conrpllex system that is cont~olled by a multitude of regulatory 
cytokines. In short, while the results from our studies provide filrther support for a 
central. role for NO in the physiological and infla14btnator-y immune response, the llrost 
prominent finding of this thesis is that exogenous arnd endogenous polyarnines 
represent an equally important regulatory n~echanism of .these i t ~ ~ n ~ u n e  responses, 
Based on these findings it is conceivable that enragalous polymirres n~iglil I?a\~c 
~herapeutic effects during intestiraill inflammation such as observed in coeliac disease 
and sepsis. 
I-let eerste gedeelte wan Ei~ofdstuk I geel7 een algemene besckdving van polyamines 
en de polyamine synthese. Polyamines zijn organische m i n e s  met een koolstof keren 
als basis. Alhoewel de exacte functie van deze amines nog niet geheel duidelijk is, is 
hetwel bekend dat deze cellulaire componenten betrokken zijn bij veel verschillende 
cellulaire processen en essentieel zijn voor cddeling. in het tweede gedeelte van 
I-iloafdstuk I wordt de belangrijke rol van polyamines in de ontwikkeling vim de 
dunne d a m  mucosa en het nrucosale imuunsysteeni na de gebooste beschreven. Het 
feit dat remming van polyamisie synthese in neonatale knaagdieren Beidt tot een 
remming wan de morfologische en biochernisclie ontwikkeling v a l  de dunne darm 
geefi aan dat poljamine synthese essentieel, is voor een nortnale ondwilckeling van de 
dunne d a m  na de geboorte. 
13eh bewijs dat polyamines essentieel zijn voor het in stand houden wan de 
integriteit wan de is geleverd door studies die aantonen dat inhibitie van polyamine 
synthese in de dunne darm resulteert in weefselschade. Bovendien is aangetoond dat 
aanwezigheid vm verhoogde concentraties van polyamiaes in het dai.in1urnen het 
herstel van darn~sel~ade stimuleert. Verder is eien interessant gegeven dat polyanlines 
iandiirect gevatand worden uit hei aminozuur L-arglnine dat anderzijds tevens een 
precursor is voor de potente oi~tstekingsn~ediator NO. Vanuit dit perspectief beschrijf? 
hct derde gedeelte van I-ffoofdstuk 1 de rol van NO in de integriteit van de darm en in 
ontstekingsreacties in de dam. In tegei-istellling tok liet beschermende eflect van 
poljamines, veroorzaakt een verhoogde productie van NO gedurende een 
ontatekingsreactie een toename ie l  de pertriieabiliteit van de dunne darnl. De functie 
van polyamines en NO gedurende onistekirigsreacties in de dunne darm zoals die 
wptmdcn bi,j coeliakie en sepsis worden bediscussieerd. 
Aan Izea einde van de introductie wordt de hnctie van polyarnines in het 
ii~~~~iiiuïrsyc;~cernytexi becchrevein. Enerzijds z<n po1y;airiines essentieel voor celdeling ela 
<peler1 derl~alve een belrangrijke rol tijdens celactivatie cn prolìfera~ie als reactie op 
iiïilogene stiiiliuli. AnderzQdc wordt gesuggereerd dat cle I-aoge concentraties van 
poljamines zoals dic gcvonden w0rder.i in tumoren en FoetaaB weefsel 
vcrs~~twoordcli~il~ zijn voor bel uitblijive17 van een immunologische af\weerreactie tegen 
tuinoren en de ilOeli~s. Dcze suggestie wordt verder ondersteund door de observatie dat 
isil-iibitie van polynnrine syntl-iese in ztaanor dragende muizen de irnrnunologische 
aiivccrreactic tegen de Irnrnor doet hoenemen. Tetislotte wordt dc sol var1 polyaniririe 
oxìdl-rsc activiteit iia relatie n ~ r t  lol Iixin~unosuppressieve effecten van pelyamines 
bccchrevcn. 
Ir-Ioofdstuk 2 bescl.ii.i.iti erin studie liaar de norrnale oi~twikkeliing van hel fenotype vaml 
intra-epirl~elialc lymfocyteia (IEl,) en lari-iiria propria 1yrnfocy.ten (LPL,) in de dunne 
darin van de m~iis na dc geboorte. Tenvijl de loeilalme var? het aantal LPL plaats vindt 
voor d2lg 15 na dc geboorte, rieen~t het aarital IEL pas toe na dag 15. Wanneer de 
dieren gespeend worden op dag 21 na de geboorte (dat wil zeggen van de moeder 
vandaan gehaald worden) eten ze alleen nog vast voedsel. Ronzdom het spenen 
verandert het expressie patroon vair ce~inernbraain mtigenen vali zo~~ie1 IEL als 1,PL ir i  
her mature fenotype w a n  deze Ilyrnfocytei~. Verder is opvalleeid dar het aallts1 thyiinas- 
onafhankelijke EL, welke TCRyG tot expressie breizgeïi (TCKyGYIEL), eerder 
toeneemt dan lzet aantal thymus-a&mkelijke TCRrrB' IEL. Die toenraize van het aanltal 
TCRrxlJ' IEL wordt vooral gestinzuleesd door de verandering vm voedsel na het 
spenen. Samenvattend laat deze studie zien dat her rnucosnle iii-irn~iurisysteem in de 
dunne d a m  van de muis zich ontwikkelt gedurende de eerste drie weken na de 
geboorte, en dat na het spenen het fenotype van IEL en LPL owereenkona~t rnet Piel- 
fenotype van deze cellen in volwassen muizen. 
In Hoofdstuk 3 wordt aangetoond dat exogene polyanines een rol spelen In zowel de 
orntwikkeling vrui het mucasaile imuunsysteeni van de dunne daim als ook iri de 
bioeheinische rijpiizg van de enteracyten. Orale toedieniilg vaIn het polynmine 
spermine aai1 inuizeil van 12 dagen oud resultee~l in een toename van het aantal EEl, 
dat 'SCRaB, CD4 en CD5 tot expressie brengt, overeen~koinerid trilet Iieít fenotype van 
de thymus-afl~ankelijke IEL. Toediening van sperniine hceA geen effect op I-iet aamilnl 
of liet fenotype vain de LPL. Aaingesien het effect wan spermille op IEL alleen optreedt 
als er biochemische rijping van de enterocytenz plaats vindt, wordt geconcludeerd dat 
het effect van spermille op de fenotypische ontwikkeling van de 1EL mogelijk 
gernedieerd wordt via de inductie van biochemische ~iiaturatie van1 de enterocyten. 
i11 Hoofdstuk 4 wordt de oa~twlkk;-ellnig vaii een ELTSA voor het bepalen van 
nitrotyrosine in h~emaan plasma beschreven. De reactie tussen NO en superoxide anion 
resulteert in peroxynitriet. Nitrotyrosine is een stabiel eindproduct van de reactie van 
peroxynitriet met tyrosine residuen. Tot nu toe werden serum levclls van de NO- 
oxidatie prodwciei> (NO,) nitraat c11 nitrict worden gebruikt LYI maai. voor de 
hoeveeltiieid geproduceerd WO. Ecliter seruiiI WO, heefl een relailief kc~itc Iialfv~aarde- 
tijd in de circulatie hebbeoi. Daarbij kamt dat NO-toxiclteil licl gevolg van dc vorml~ig 
van de sterke oxidant peraxynitsiel resulterend nitrolyrosiiae vorming en niet van NO, 
zelf. Aangezien de nieeste (genitrcerdc) plasnra eiwitteai een langere lzalfwarn~.cle ti.jrl 
hebben dan NO, zouden plasma nitrolyrosliie levels eest mogelijk stabieleic iiliorlcer 
zun voor NO-gemediëerde schade dan plasn-ia WCI, colicentralies. lil dit Iioofdstuk 
wordt tevens aangetoond dat de concentraties van zowel iiitrotyrosine als NO, sterk 
zijn joegenomen in pllasïna van kincleren met actieve coeliakie. Nitrotyrosinc en NO, 
concentraties riemen af als deze kinderen een gluten vrij dieet kri~gen. D e ~ e  reculltaten 
suggereren een relatie tucseii de ontsteking in de dunne darm en eeia tcaenainc va11 
plasma nitrotyrosine en NO, concentraties. 
In Hoofdct~ik S wordt de betrokkenheid var1 NO in de pa~lio~ysEologic van dnriz-i 
ontstekiiig bevestigd door irnrnunohistochemische kleuring van ii\iOiS ei1 nixrolyrasinc 
in duodenum biopten van patiënten mee actieve coeliakie. Induceerbaar NOS er1 
nitrotyrosine korsien duidelijk tot expressie in het epitheel van de crypten, hetgeen 
duidt op de vorming van peroxynlrriez leidend tot de nitratie wan cellulaihe eiwitten. 
Tevens wordt aangetoond dar her totale aantal macrofagen in de d a m  is toegenomen, 
met name het aantal infiltrerende macrofagen, die in tegen stelling lot residente darm 
macrocagen CD 14 tot expressie brengen. De in deze studie gevonden co-expressie van 
N O S  met Cl214 suggereert een rol voor de infiltrerende macrofagen in de 
pathofysiologie van coeliakie. 
ln  E-iooTds~wlk 6 wordt de rol van de endogene cytokii~en W - a ,  IFN-y en IL-10 in 
NO ]i,i.oducLie i ~ 7  vivo onderzocht in een sepsis model in de muis. Tenvijl het 
blokkeren van hetzij endogeen 7nF-a of hetzij 1FN-y geen effect heeA op de 
coiliceniratie van NO, in de circulatie i1a i.p. toedieni~ag van LPS, resulteen het 
gelijkrijslig inactiveren van beide orrlstekingsinediatoren in een zeer sterke afname wan 
de ],PS-geïnduceerde NO, concentraties. Deze bevindingen duiden erop dat LPS NO 
productie indu~eert via zowel TNF-(r als IFN-y. Tevens wordt in deze studie eoierzijds 
aangetoond dat IL,-10 betrokken is b i  de inhibitie van LPS-gestlrnuPeerde NO 
productie remming van TNFI-ci en IFN-y produclie. terwijl anderzijds de resultaten 
vali de gecoi.~~bineerde b handeling van anti-16- l O met anti-TNF-a of anti-IFN-y 
aantollen dat 11,-10 tevens betrokken is bij de inductie van N 0  productie na LPS 
stiinu jatie. 
111 Tloofdsruk T worclt aarigetoond diti de dunne d a m ,  de long en het 'hart de 
belangri-iksic organen ziln die betrokken zijn bij de toename in NO productie na LPS 
slimlilatie. Tevens wordt gederïionistreerd dal W - a ,  IFN-y en IL- 10 betrokken zijn 
bij de regulatie van iNOS expressie in deze organen. Telwijl de aanwezigl~eid van 
I'NF-a of IIW-y esseiïtieel is broor INOS expressie na LPS stimulatie, is IL-10 vla 
ii~laibitie van  'l'NF-or, ei1 IFN-y betrokken bij de onclerdrukking w a n  iNOS expressie i11 
clcte organen. De resultateii van de gecoii-ibineerde behandeling met. anti-IL-i0 en 
airti-TNV-a of anti-IFN-.yr tonen daarentegen aan dat IL-IQ mogelijkerwijs ook 
beirokkeil 1s bij de ilaductie van iNOS expressie na LPS stimulatie. 
In I-3ool'dsíiik S worden de effecten van de poliyaimali~es cadaverine, putrescine, 
sperrnidine e11 s~~en~zrrie  op de cytokine productie van hunrane PBMCs en gezuiverde 
moniocyiren in virr.o bestudeerd. Polyamines zelf hebben noch effect op de basale 
cyitokiiae productie noch op de I J S -  of PW-gectianuleerde cytokine productie. 
Plclatëi, ioi dc aanwezigheid var1 polyaminc oxidase activiteit warden spermine eir 
spcranidii-ie geoxideerd tot producten die afhankelijk van hun concentratie pro- 
inflami~mtoire dm wel anti-inflarnmatoire effecten kuiztiei~ hebben. In lage 
coizcentratics stimzrleren deze oxidatie piodiicten cytokine productie en oefene11 
daariiiee pro-i1ii2flarrrmatoire effecten uit, ielwijl ze in lioge concentraties de cytokine 
prod~iciiis relilizien en diis anti-inflanimaloir werken. AFnaaz.ie van de cytokinie 
productie gaaf vergezeld wcin een toename in het aantal dode cellen, wat iinpliceeri dat 
de gewornrde polyamine oxidatie producten toxisch zijn voor liutnaiae PBMCs en 
nronocyten. 
In Hoofds t~~k  9 wordt aangetoond dat exogene polyamines zowel 511 z)afs.o als sn zyivo 
L,PS-gestimuleerde NO productie remmen. De afname van de LPS-gestimuleerde WO 
productie in een muizen macrofagen cellijn door spermine is niet het resultaat lim een 
afname in1 WF-LI productie. Tevens wordt gedemonstreerd dat orale toediening van 
spemine  aan LPS-geshmi11eerde imuizen resulreed in eeir af~iame vaar INOS en 
nitrotjtrasine expressie en het aantal infiltrereiide macrofagen en neutrofteleiï in de 
dunne darm van deze dieren. Deze resullateia suggereren een inogelijke ral van 
exogene polyamines in de beperking van inflanainatoire dariirscl-iaide. Bovendien lcidt 
het oraal toedienen van spenmine in deze dieren ook tot een afname in serum 
concerrtraties van NO, en wan de onkstekii-igsinedlatar IFN-y, en in ecn toenarnc iia de 
serum concentratic van lret anti-inflnimr~atoire cytakinc 11,-10, hetgeen een 
irnmuli~osuppressieve werking van polyamines afkomstig uit het das112 lura-ieii doet 
vermoeden. 
In I3oofdctuk 10 stellen we dat polganzines een belangrijke rol spelen bij de 
ontwikkeling van lzet iimnuunsysteem wan de darnm na de geboorte. Verder wordt er 
geconcludeerd dat zoweQ polyanzines als NO betrokken zijn bij de nori~rale 
.jsiologiseEme imrnuuiareaciie, ontstekingsreactie en de nier-specifieke afweerreactie. 
Polyamines en NO bezitten beide pro-inflazzm~atoire ei1 arrll-iilflnia-iinatoire 
eigenschappen afl~a~zkelijk wan hun concentratie en lokalisalie. All-ioewel polyeniiries 
en NO dezelfde precursor hebben, is de regulatie van hun productie een conzplex 
systeem, dat bcinvloed wordt door een verscheidenheid aan regularoiirc cytokines. 
Saineirvattend, tewijl de siudles gepresenteerd 111 dil proefschrifl een ceriirale rol voor 
NO in de fysiologische Immuurireactie eiö oi~istekingsreaclie ondersae~ii1en, is dc 
belarigrijkste nieuwe bevinding van dit proefscl-irift dat oieagenc en cildogcne 
polyamines een evenzeer belangrijke rol spelen in de regulatie van imrn~iunreacties. 
Op grond van deze resultaten Is het aannemelijk dat exogene pollyaii~inec een 
therapeutisch effecf. kunnen hebben bij bepaalde irikesairiale ontstekingsreacliei; als 
gevolg van voedsel allergie of tijdens sepsis. 
